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57© Resumen:
Método para definir y fabricar motivos superficiales nano-
métricos químico reactivos mediante litografía blanda en
fase gaseosa, motivos y dispositivos así obtenidos y sus
aplicaciones.
El método propuesto en esta patente de invención permi-
te definir y fabricar sobre obleas de silicio monocristalino
u otro material semiconductor o superficie sólida, un mo-
tivo químico reactivo previamente proyectado o una serie
de ellos, preferentemente una molécula de silano como el
MPTMS y APTMS con un grupo tiol y amino funcional ex-
puesto, respectivamente. Estos soportes funcionalizados
a nivel nanométrico pueden ser utilizados para la fabrica-
ción de dispositivos microelectrónicos o biotecnológicos
como, por ejemplo, un microarray o microchip de DNA o
PNA.
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DESCRIPCIÓN
Método para definir y fabricar motivos superficiales nanométricos químico reactivos mediante litografía blanda en
fase gaseosa, motivos y dispositivos así obtenidos y sus aplicaciones.
Sector de la técnica
La presente invención pertenece al dominio de la nanotecnología, más concretamente, a la definición y preparación
de superficies estructuradas en el rango del nanómetro con el objetivo de ser aplicables en electrónica y en biotecno-
logía. En este último aspecto, y de forma más concreta la invención se relaciona, en general, con un procedimiento de
obtención y aplicaciones de un biosensor basado en la inmovilización de moléculas biológicas (por ejemplo, ADN y
PNA) sobre superficies, pudiéndose ser aplicado en la detección y caracterización de moléculas de ácidos nucleicos
(DNA o RNA) de interés biotecnológico, biosanitario humano o veterinario, medioambiental, agrario o alimentario.
Estado de la técnica
Los procedimientos industriales para reproducir un motivo (layout) en la microelectrónica de estado sólido, fa-
bricación de circuitos integrados y CMOS, constituyen un cuerpo tecnológico denominado litografía. La demanda
de nuevos dispositivos cada uno de ellos con un grado de integración más alto implica la elaboración de métodos y
aparatos nuevos que tratan de sobreponerse a los límites físicos de las técnicas clásicas. En este sentido, la forma-
ción de motivos superficiales de silanos ha sido propuesta como una herramienta versátil para el nanoestructurado de
substratos de silicio [S. Onclin, B. J. Ravoo, D. N. Reinhoudt, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 6282-6304] en el
rango del nanómetro. Los organoalkoxisilanos combinan la capacidad de enlace covalente a superficies oxidadas de
silicio con una amplia variedad de funcionalidades para posteriores uniones químicas. Estas capacidades hacen de los
motivos de silano una excelente plataforma para procesos sintéticos basados en autoensamblado, como por ejemplo
en la fabricación de matrices de nanohilos [M. Geissler, H. Wolf, R. Stutz, E. Delamarche, U.-W. Grummt, B. Michel,
A. Bietsch, Langmuir 2003, 19, 6301-6311] y biomoléculas [K.-B. Lee, S.-J. Park, C. A. Mirkin, J. C. Smith, M.
Mrksich, Science 2002, 295, 1702-1705]. La técnica del Dip-pen nanolithography [A. Ivanisevic, C. A. Mirkin, J.
Am. Chem. Soc. 2001, 123, 7887-7889; H. Jung, R. Kulkarni, C. P. Collier, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 12096-
12097; S. E. Kooi, L. A. Baker, P. E. Sheehan, L. J. Whitman, Adv. Mater. 2004, 16, 1013-1016; D. J. Pena, M. P.
Raphael, J. M. Byers, Langmuir 2003, 19, 9028-9032] y micro-contact printing [B. D. Gates, Q. Xu, M. Stewart, D.
Ryan, C. G. Willson, G. M. Whitesides, Chem. Rev. 2005, 105, 1171-1196; Y. Xia, G. M. Whitesides, Angew. Chem.
Int. Ed. 1998, 37, 550-575; Y. Xia, G. M. Whitesides, Annu. Rev. Mater. Sci. 1998, 28, 153-184; A. Kumar, G. M.
Whitesides, Appl. Phys. Lett. 1993, 63, 2002-2004; D. Wang, S. G. Thomas, K. L. Wang, Y. Xia, G. M. Whitesides,
Appl. Phys. Lett. 1997, 70, 1593-1595; T. Pompe, A. Fery, S. Herminghaus, Langmuir 1999, 15, 2398-2401 han sido
propuestas como metodologías adecuadas para la formación directa de motivos químicos. En estas técnicas, una punta
de AFM o un sello elastomérico se mojan con una solución que contiene las moléculas de interés y se ponen en con-
tacto con el substrato receptor, donde estas reaccionan con la superficie en las áreas de contacto. A pesar de su gran
atractivo, su uso se ha restringido a la formación de motivos en substratos de oro, formando capas autoensambladas de
alkanetioles. La mayor desventaja de estas técnicas para la formación de nanomotivos de silano esta relacionada con el
uso de procesos húmedos para el anclaje de las moléculas. Bajo estas condiciones, los silanos tienden a reaccionar con
ellos mismos formando oligómeros y multicapas tanto en la superficie donadora como en la superficie receptora. De
esta manera, el proceso de formación de los motivos es menos fiable y produce motivos poco uniformes que contienen
agregados. Estas técnicas han conseguido producir motivos con dimensiones mínimas de 30 nm.
Por otro lado, en el ámbito de la biotecnología ha supuesto un avance importante el desarrollo reciente de la
tecnología de microarrays de distintos elementos biológicos -DNA, PNA (ácidos nucleicos peptídicos), anticuerpos,
enzimas, proteínas, entre otras-, también llamados chips o microchips, según la cual miles de sondas moleculares
se pueden fijar covalentemente a un soporte sólido (vidrio, nitrocelulosa, nylon etc.). Mediante estos microarrays se
pueden realizar por ejemplo experimentos de expresión génica, estudios de polimorfismos de nucleótidos (SNPs),
minisecuenciación y tipado de microorganismos.
Diferentes tecnologías han sido aplicadas para la fabricación de estos microarrays. Sin embargo estas adolecen de
limitaciones muy importantes como son la resolución de los mismos (que impide obtener arrays de muy alta densidad-
nanoarrays) y el número de puntos de reconocimiento que pueden ser fabricados simultáneamente.
La presente invención trata de resolver estos problemas mediante un proceso de litografía blanda (término emplea-
do habitual en la bibliografía para designar los métodos basados en compuestos elastómeros) en fase gaseosa.
Descripción de la invención
Descripción breve
Un objeto de la invención lo constituye un procedimiento para definir y fabricar un substrato plano de silicio u otro
material silanizable con un motivo superficial nanométrico químico reactivo, o una serie de ellos, en adelante proceso
de fabricación de un nanoestructurado de la invención, basado en una técnica de litografía blanda en fase gaseosa y
que comprende las siguientes etapas (Figura 1):
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a) Preparación del master o patrón con un motivo mediante adsorción de nanotubos de carbono con diámetro en
el rango del manómetro sobre una superficie plana de silicio, u otro material silanizable, oxidada, preferentemente
nanotubos menores de 10 nm,
b) preparación para el proceso de moldeado de la mezcla de, preferentemente prepolímeros de Polydimetilsiloxano
(PDMS) con el agente de curado, eliminación de las burbujas de su interior, preferentemente mediante tratamiento al
vacío, su adición sobre el master o patrón de a), donde adopta la forma de los motivos originales en relieve y su
curación con un tratamiento térmico,
c) una vez curado, el molde de PDMS (4) resultante se extrae o separa del patrón y se coloca en una atmósfera
saturada de las moléculas de silano de interés (6) y donde estas moléculas volátiles de silano difunden y se insertan en
la matriz de PDMS gracias a su permeabilidad a los gases de la atmósfera a la cual se somete,
d) transferencia de los motivos al substrato, mediante el depósito o adhesión del molde cargado de c) sobre el
substrato receptor, que provoca la formación en éste de cavidades (8) con la forma y dimensiones de los motivos
originales del patrón (el gas contenido en el seno del PDMS difunde hacia estas cavidades y reacciona con la superficie
expuesta del substrato receptor), y, finalmente,
e) retirada del molde del substrato receptor, el cual se lava, preferentemente, en agua desionizada y se seca con
nitrógeno, obteniéndose una superficie réplica con los motivos químicos reactivos de silano grabados (9).
Un aspecto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención en el que la molécula de silano
de c) utilizada pertenece, a título ilustrativo y sin que limite la invención, al siguiente grupo: MPTMS y APTMS.
Otro aspecto de la invención lo constituye un substrato plano de silicio u otro material silanizable con un motivo
superficial nanométrico químico reactivo, en adelante sustrato de la invención, fabricado según el procedimiento de la
invención.
Otro aspecto particular de la invención lo constituye un sustrato de la invención en el que el motivo químico
reactivo comprende un APTMS con grupo amino expuesto.
Otro aspecto particular de la invención lo constituye un sustrato de la invención en el que el motivo químico
reactivo comprende un MPTMS con un grupo tiol expuesto.
Finalmente, otro aspecto de la invención lo constituye un dispositivo microelectrónico o biotecnológico que com-
prende el sustrato de la invención, a título ilustrativo y sin que limite el alcance de la invención, al siguiente grupo:
microarray o microchip de DNA o PNA.
Descripción detallada
La presente invención se basa en que los inventores han observado que es posible obtener motivos, definidos
previamente, químico reactivos nanoestructurados de silanos sobre una superficie de un sustrato con dimensiones
nanométricas, menores de 10 nm mediante un procedimiento de litografía blanda, en la fase gaseosa, donde sorpren-
dentemente se ha sido capaz de inducir una difusión controlada de ciertos contenidos gaseosos, en el interior de un
compuesto elastómero (como el PDMS), hacia las cavidades del molde y su posterior reacción con la superficie ex-
puesta del sustrato receptor (ver etapa d)). Actualmente, la limitación en la reproducción de motivos con moldes de
PDMS es inferior a 1 nm.
Para caracterizar tanto el master como el resultado satisfactorio del proceso litográfico se utilizó AM-AFM (Am-
plitude Modulation Atomic Force Microscope) [R. Garcia, R. Perez, Surf. Sci. Rep. 2002, 47, 197-301] pudiéndose
comprobar que el ancho de los motivos químicos obtenidos es nanométrico. (Ejemplo 1). Por otro lado, la presencia y
reactividad química de los grupos amino en los motivos con APTMS se demostró con la adsorción de oligonucleótidos
sobre los mismos (Ejemplo 2).
Las ventajas del procedimiento propuesto en comparación con otras técnicas basadas en métodos anteriores de
impresión son:
1) El anclaje de las moléculas ocurre en una cavidad bien delimitada, y por lo tanto se evita que estas se
desplacen fuera de los motivos.
2) En la metodología propuesta la presión y el tiempo de aplicación del molde no son críticos.
3) Por el hecho de ocurrir las reacciones de anclaje de los silanos a la superficie en fase gaseosa, se evita la
formación de aglomerados y se obtienen motivos con monocapas de moléculas.
En definitiva, el procedimiento propuesto tiene la capacidad de producir motivos químicos con dimensiones me-
nores de 10 nm., ya que la limitación en la reproducción de motivos con moldes de PDMS es inferior a 1 nm. Estas
3
510
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
ES 2 324 142 B1
dimensiones se podrían conseguir con técnicas indirectas como las llamadas “electron beam lithography”, “field-in-
duced oxidation” o “scanning probe anodization” [a) A. Pallandre, K. Glinel, A. M. Jonas, B. Nysten, Nano Letters
2004, 4, 365-371; b) A. Inoue, T. Ishida, N. Choi, W. Mizutani, H. Tokumoto, Appl. Phys. Lett. 1998, 73, 1976-1978;
c) H. Sugimura, N. Nakagiri, N. Ichinose, Appl. Phys. Lett. 1995, 66, 3686-3688] pero son mucho más complejas y
lentas. En conclusión, el procedimiento propuesto combina las ventajas de una alta resolución con la capacidad de
producción rápida de grandes áreas nanoestructuradas y con una simplicidad a un muy bajo coste.
Por lo tanto, un objeto de la invención lo constituye un procedimiento para definir y fabricar un substrato plano
de silicio u otro material silanizable con un motivo superficial nanométrico químico reactivo, o una serie de ellos, en
adelante proceso de fabricación de un nanoestructurado de la invención, basado en una técnica de litografía blanda en
fase gaseosa y que comprende las siguientes etapas (Figura 1):
a) Preparación del master o patrón con un motivo mediante adsorción de nanotubos de carbono con diámetro en
el rango del manómetro sobre una superficie plana de silicio, u otro material silanizable, oxidada, preferentemente
nanotubos de menores de 10 nm,
b) preparación para el proceso de moldeado de la mezcla de, preferentemente prepolimeros de Polydimetilsiloxano
(PDMS) con el agente de curado, eliminación de las burbujas de su interior, preferentemente mediante tratamiento al
vacío, su adición sobre el master o patrón de a), donde adopta la forma de los motivos originales en relieve y su
curación con un tratamiento térmico,
c) una vez curado, el molde de PDMS (4) resultante se extrae o separa del patrón y se coloca en una atmósfera
saturada de las moléculas de silano de interés (6) y donde estas moléculas volátiles de silano difunden y se insertan en
la matriz de PDMS gracias a su permeabilidad a los gases de la atmósfera a la cual se somete,
d) transferencia de los motivos al substrato, mediante el depósito o adhesión del molde cargado de c) sobre el
substrato receptor, que provoca la formación en éste de cavidades (8) con la forma y dimensiones de los motivos
originales del patrón (el gas contenido en el seno del PDMS difunde hacia estas cavidades y reacciona con la superficie
expuesta del substrato receptor), y, finalmente,
e) retirada del molde del substrato receptor, el cual se lava, preferentemente, en agua desionizada y se seca con
nitrógeno, obteniéndose una superficie réplica con los motivos químicos reactivos de silano grabados (9).
Tal como se utiliza en la presente invención el término “silicio u otro material silanizable”se refiere a un mate-
rial con un alto contenido superficial de grupos -OH perteneciente, a título ilustrativo y sin que limite el alcance de
la invención, al siguiente grupo: vidrio. Los motivos químicos reactivos sobre el substrato plano se diseñan previa-
mente, diseño electrónico y lógico, con el objetivo que el motivo final pueda operar cómo un circuito o dispositivo
nanoelectrónico o un dispositivo nanobiotecnológico, como por ejemplo un micro-array de ADN, de interés.
La preparación del master o patrón de a) se lleva a cabo mediante la adsorción de nanotubos de carbono sobre la
superficie plana del sustrato, por ejemplo, una oblea de silicio donde se ha crecido una capa de oxido, con un espesor
a conveniencia de la aplicación posterior. Los nanotubos de carbono tienen un diámetro en el rango del nanómetro
(nm., 10−9 metros) y una longitud de cientos de nanómetros y pueden ser producidos por un experto en la materia u
obtenidos comercialmente acorde a las necesidades de cada caso. Masteres similares han sido utilizados previamente
para testar el potencial de otras técnicas de litografía basadas en molde [F. Hua, Y. Sun, A. Gaur, M. A. Meitl, L.
Bilhaut, L. Rotkina, J. Wang, P. Geil, M. Shim, J. A. Rogers, A. Shim, Nano Letters 2004, 4, 2467-2471]. La adsorción
de nanotubos es una manera sencilla de obtener masteres con dimensiones por debajo de los 10 nm. sin necesidad de
utilizar técnicas complejas de nanoestructurado como el FIB (Focus Ion Beam) o el EBL (Electron Beam Lithography).
Por otro lado, la oxidación del sustrato puede llevarse a cabo por un experto fácilmente de distintas formas, por
ejemplo, mediante un tratamiento térmico en un horno con atmósfera inerte que permite controlar el espesor a conve-
niencia.
Por otro lado, el prepolímero para el proceso de moldeado consiste en una mezcla, en la proporción debida, Poly-
dimetilsiloxano (PDMS) con el agente de curado, por ejemplo una mezcla PDMS-Sylgard Silicone Elastomer 184 y
Sylgard Curing Agent 184 (Dow Corning Corp.). Una vez curado, el molde de PDMS se arranca y se coloca en una
cámara (5) con atmósfera saturada con las moléculas de interés (etapa d)). Aquí el PDMS se carga con las moléculas
volátiles de silano gracias a su permeabilidad a los gases. Dentro del alcance de la presente invención, el procedimiento
de la invención puede abarcar el uso de otras moléculas volátiles -distintas de los silanos- que sean capaces de difundir
a través de un molde de un material polimérico de la molécula volátil al soporte y funcionalizarlo con distintos grupos
químicos.
Los silanos 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS) y 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS), se han tomado
como ejemplos de realizaciones particulares con el objetivo de formar motivos reactivos (Ejemplo 1 y 2). Estos silanos
tienen la capacidad de unirse covalentemente a superficies de oxido de silicio. Por otra parte, tanto los grupos tiol (del
MPTMS) como los grupos amino (del APTMS) que quedan expuestos al ambiente tras la unión con la superficie,
son nucleofílicos y tienen una química bien conocida que los hace excelentes candidatos para subsecuentes pasos de
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síntesis. Además, los grupos tiol tienen una gran afinidad por los metales nobles, y los grupos amino proveen de carga
positiva a la superficie y permiten la adhesión de moléculas y estructuras cargadas negativamente como el ADN (ácido
desoxirribonucleico). En este mismo sentido, se podrían utilizar otros derivados de silano con el objeto de proporcionar
grupos funcionales distintos del grupo amino y tiol mencionados, por ejemplo aldehido, a los soportes en función de
la aplicación concreta que se desee.
Un aspecto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención en el que la molécula de silano
de c) utilizada pertenece, a título ilustrativo y sin que limite la invención, al siguiente grupo: MPTMS y APTMS.
El siguiente paso consiste en poner el molde sobre el substrato receptor, como por ejemplo una oblea de silicio
oxidada. Al adherirse el PDMS al substrato receptor forma cavidades con la forma de los motivos originales del master.
El gas contenido en el seno del PDMS difunde térmicamente hacia estas cavidades y reacciona con la superficie
expuesta del substrato receptor, obteniéndose una superficie con los motivos reactivos de silano deseados tras retirar
el molde del substrato receptor (ver ejemplo 1).
Otro aspecto de la invención lo constituye un substrato plano de silicio u otro material silanizable con un motivo
superficial nanométrico químico reactivo, en adelante sustrato de la invención, fabricado según el procedimiento de la
invención.
Otro aspecto particular de la invención lo constituye un sustrato de la invención en el que el motivo químico
reactivo comprende un APTMS con grupo amino expuesto.
Otro aspecto particular de la invención lo constituye un sustrato de la invención en el que el motivo químico
reactivo comprende un MPTMS con un grupo tiol expuesto.
El sustrato químico reactivo de la invención puede utilizarse en la fabricación de dispositivos electrónicos o bio-
tecnológicos, por ejemplo microarrays de elementos biológicos (ADN, PNA, anticuerpos, enzimas, etc.), que pueden
comprender otras moléculas espaciadoras además de los propios elementos biológicos, incrementando así el abani-
co de combinaciones de grupos funcionales y ligandos. La sutitución del grupo tiol por un ion metálico posibilita la
obtención de un electrodo o contacto ohmico en nanoelectrónica.
Así, otro aspecto de la invención lo constituye un dispositivo microelectrónico o biotecnológico que comprende el
sustrato de la invención, a título ilustrativo y sin que limite el alcance de la invención, al siguiente grupo: microarray
o microchip de DNA o PNA.
Descripción detallada de las figuras
Figura 1.- Esquema del proceso de fabricación de un motivo nanoestructurado de la invención. a) Master formado
por nanotubos (1) adsorbidos sobre una oblea de silicio oxidada (2). b) El prepolimero de PDMS (3) se vierte sobre el
master y se cura. c) El molde de PDMS (4), una vez separado del master, mantiene los relieves del master en negativo.
d) El molde se introduce en una cámara (5) que contiene una atmósfera saturada de las moléculas de interés (6). e) El
molde se sitúa sobre otra oblea de silicio oxidada (7) de manera que se forman cavidades (8) con las dimensiones de
los motivos en el master. f) Motivos químicos (9) obtenidos sobre la oblea de silicio tras retirar el molde.
Figura 2.- Imágenes de microscopio de fuerzas atómicas, AFM, de un motivo de la invención: a) topografía en
proceso; b), replicas del motivo químico de MPTMS; c) topografía en proceso; d), replicas del motivo químico de
APTMS; e) topografía en el proceso; f) replicas del motivo químico de APTMSmás oligonucleótidos; g) topografía. h)
Gráficos de una sección recta: color negro: nanotubo, color amarillo: replica MPTMS, color azul: replica de APTMS,
color rojo: replica de APTMS más oligonucleótidos.
Ejemplos de realización de la invención
Ejemplo 1
Fabricación de un molde químico reactivo mediante litografia en fase gaseosa con elastómeros PDMS
Amodo de ejemplo de realización se ha aplicado el método descrito en las líneas anteriores con el fin de comprobar
que la invención posee la capacidad de obtener motivos reactivos con dimensiones menores de 10 nm.
Para la preparación del master o patrón antes de su uso se utilizó una solución de diclorobenceno que contiene
nanotubos de carbono “multi-wall” (Nanocyl-3100), a la que se sometió a una fuente de ultrasonidos durante 10
minutos y, a continuación, se centrifugó a 14.000 rpm durante 15 minutos. 1 ml de la cantidad del sobrenadante se
extrajo con una micropipeta y se esparció sobre una oblea de silicio de 4-inch en la que se había crecido térmicamente
una capa de óxido de silicio de 36 nm. Tras una hora a temperatura ambiente la oblea se lavó varias veces, con agua
desionizada, y se secó gracias a una corriente de gas nitrógeno.
La mezcla de elastómero o prepolímero PDMS Sylgard Silicone Elastomer 184 y el agente de curado Sylgard
Curing Agent 184 (Dow Corning Corp.) fue en, es este caso, de 10:1 y se puso en vacío para eliminar las burbujas de
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oxígeno disuelto. El curado se realizó en un horno a 80ºC durante 30 minutos tras verter la mezcla sobre el master.
Una vez curado, el molde de PDMS resultante se arrancó o retiró del patrón y se colocó, cortándolo en dados (moldes)
de 0.8 cm. x 0.8 cm, en una cámara con atmósfera saturada en 3-aminopropyltrimethoxysilaneAPTMS, más concre-
tamente, junto con un vaso de precipitados que contengan los silanos, en cada caso, en estado líquido y se guardaron
a temperatura ambiente durante más de diez horas. Así, el PDMS se cargó con las moléculas volátiles gracias a su
permeabilidad a los gases. Los resultados obtenidos en esta preparación se muestran en la Figura 2.
El proceso se continúa depositándolos sobre los substratos receptores durante 5 minutos. Tras quitar los moldes
de los substratos receptores, estos se lavan en agua desionizada y se secan con nitrógeno. Los substratos receptores
utilizados son trozos de 1cm x 1.5 cm del material semiconductor, cortados a partir de una oblea oxidada térmicamente,
hasta alcanzar un determinado espesor de oxido de silicio, y limpiados en solución 2.5% de KOH.
El diámetro de los nanotubos estimado a partir de la altura medida fue de 9 nm. Las imágenes obtenidas con el
AFM de replicas de MPTMS y APTMS mostraron que los motivos formados replican la forma de los nanotubos en el
master original. La altura promediada de ocho perfiles transversales indicó una altura de los motivos de 0.5 nm. Esta
altura es consistente con la formación de una monocapa [S. Flinck, F. C. J. M. Van Veggel, D. N. Reinhoudt, J. Phys.
Org. Chem. 2001, 14, 407-415]. Las medidas se realizaron con un AFM Pico Plus de Molecular Imaging trabajando
en modo dinámico de modulación de amplitud. Se utilizaron, en este ejemplo, puntas de alta relación de aspecto (de
Nanosensors) con radio nominal por debajo de 10 nm y constante elástica y frecuencia de resonancia de 40 N/m y 300
kHz, respectivamente.
El resultado obtenido es que el ancho aparente del nanotubo medido con el AFM no corresponde con su diámetro
debido al efecto de convolución de los motivos en relieve con la punta del AFM. De todas las maneras, se observó una
coincidencia en el ancho de los motivos del master y de las replicas. Se puede afirmar, por tanto, que el ancho de los
motivos del master, por estar éstos formados por nanotubos perfectamente circulares, es igual a su altura (9 nm). Por
lo tanto se puede afirmar que el ancho de los motivos químicos obtenidos con el presente procedimiento es cercano a
este valor.
Ejemplo 2
Análisis de la capacidad químico reactiva de los motivos APTMS con grupos amino de moléculas de ADN
La presencia y la reactividad de los grupos amino en los motivos con APTMS se demostró adsorbiendo oligonu-
cleótidos de ADN sobre los mismos. Los grupos amino de estas moléculas están cargados positivamente y por este
motivo atraen electrostáticamente los grupos fosfato negativamente cargados de los oligonucleótidos. La superficie del
substrato no posee carga positiva, de manera que los oligonucleótidos se adsorben sólo sobre los motivos de APTMS.
El proceso de adsorción se realizó sumergiendo los substratos con los motivos de APTMS en solución 100 nM de
oligonucleótidos de 12 bases de longitud en agua desionizada durante 1 hora y posteriormente limpiándolos en agua y
secándolos con nitrógeno.
Tras la adsorción se controló el aumento en la altura de los motivos de 1 nm., lo cual es consistente con el valor del
diámetro del ADN monocadena medido por AFM [A. M.O. Brett, A.-M. C. Paquim, V. Diculescu, T. S. Oretskaya,
Bioelectrochemistry 2005, 67, 181-190]. Los resultados obtenidos demuestran la utilidad de la litografia blanda en
fase gas descrita aquí para procesos de fabricación basados en autoensamblado.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para definir y fabricar un motivo superficial nanométrico químico reactivo, o una serie de ellos
caracterizado porque se basado en litografía blanda en fase gaseosa y porque comprende las siguientes etapas:
a) preparación del master o patrón con un motivo mediante adsorción de nanotubos de carbono con diámetro en
el rango del manómetro sobre una superficie plana de silicio, u otro material silanizable, oxidada, preferentemente
nanotubos menores de 10 nm,
b) preparación para el proceso de moldeado de la mezcla del silano, preferentemente prepolímeros de Polydime-
tilsiloxano (PDMS) con el agente de curado, eliminación de las burbujas de su interior, preferentemente mediante
tratamiento al vacío, su adición sobre el master o patrón de a), donde adopta la forma de los motivos originales en
relieve y su curación con un tratamiento térmico,
c) una vez curado, el molde de PDMS (4) resultante se extrae o separa del patrón y se coloca en una atmósfera
saturada de las moléculas de silano de interés y donde estas moléculas volátiles de silano difunden y se insertan en la
matriz de PDMS gracias a su permeabilidad a los gases de la atmósfera a la cual se somete,
d) transferencia de los motivos al substrato, mediante el depósito o adhesión del molde cargado de c) sobre el
substrato receptor, que provoca la formación en éste de cavidades con la forma y dimensiones de los motivos originales
del patrón y,
e) retirada del molde del substrato receptor, el cual se lava, preferentemente, en agua desionizada y se seca con
nitrógeno, obteniéndose una superficie réplica con los motivos químicos reactivos de silano grabados.
2. Procedimiento según la reivindicación 1 caracterizado porque el material silanizable de a) es un material con
un alto contenido superficial de grupos -OH perteneciente, preferentemente al siguiente grupo: vidrio y silicio.
3. Procedimiento según la reivindicación 1 caracterizado porque las moléculas de silano utilizado de c) pertenece
al siguiente grupo: MPTMS y APTMS.
4. Sustrato plano de silicio u otro material silanizable caracterizado porque comprende un motivo superficial
nanométrico químico reactivo fabricado según el procedimiento de las reivindicaciones 1 a la 3.
5. Sustrato según la reivindicación 4 caracterizado porque el motivo químico reactivo comprende un APTMS con
grupo amino expuesto.
6. Sustrato según la reivindicación 4 caracterizado porque el motivo químico reactivo comprende un MPTMS con
un grupo tiol expuesto.
7. Dispositivo microelectrónico o biotecnológico caracterizado porque comprende un sustrato según las reivindi-
caciones 4 a la 6.
8. Dispositivo según la reivindicación 7 caracterizado porque es un dispositivo biotecnológico perteneciente al
siguiente grupo: microarray o microchip de DNA o PNA.
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OPINIÓN ESCRITA Nº de solicitud: 200800221
1. Documentos considerados:
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la reali-
zación de esta opinión.
Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinión escrita) Página 5/6
Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación
D01 DE LA RICA QUESADA, R., Tesis. 2007
D02 TOPRAK, M., Mat. Res. Soc. Symp. Proc. 2002
D03 ONCLIN, S., Angew. Chem. Int. Ed. 2005
D04 SONG, X., J. Colloid Interface Sci. 2006
D05 FINOCCHIO, E., Langmuir. 2007
D06 GATES, B.D., Chem.Rev. 2005
D07 XIA, Y., Annu. Rev. Mater. Sci. 1998
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración
El objeto de la solicitud es un procedimiento, basado en litografía blanda, para generar estructuras reactivas nanométricas sobre
sustratos silanizables, el sustrato con la estructura generada y el dispositivo microelectrónico/biotecnológico que comprende
dicho sustrato.
-Novedad (Art. 6.1 LP):
El documento D01 (en su Anexo, páginas A2-A13), divulga un proceso de litografía blanda en fase gaseosa para definir
y fabricar motivos reactivos con las dimensiones de nanotubos de carbono sobre sustratos de silicio. Este procedimiento
comprende las siguientes etapas:
a) preparación del máster mediante adsorción de nanotubos de carbono, de diámetros en el orden de los nanómetros, sobre
un sustrato de silicio; b) adición de un prepolímero de polidimetilsiloxano (PDMS) sobre el máster, adoptando la forma de los
nanotubos y curación del mismo; c) extracción del molde de PDMS y colocación del mismo en una cámara de reacción que
contiene las moléculas de unión al sustrato, en este caso 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS). Las moléculas de APTMS
difunden hacia el interior de las cavidades del PDMS; d) transferencia de los motivos al sustrato: se coloca el molde con las
moléculas de APTMS sobre el sustrato y las moléculas en fase gaseosa reaccionan con la superficie expuesta; y e) retirada
del molde, obteniéndose una superficie réplica con las moléculas de silano grabadas.
El documento D01 también divulga el uso del sustrato obtenido de acuerdo con el procedimiento de litografía blanda en fase
gaseosa como capa primaria para la fabricación de nanohilos o nanoarrays biomoleculares. Se muestra un procedimiento de
adsorción de ADN, en el que el sustrato con las moléculas de APTMS adheridas al mismo se sumerge en una disolución que
contiene oligonucleótidos, de modo que las biomoléculas son adsorbidas por las áreas del sustrato modificadas por el APTMS.
El documento D02 divulga sustratos de silicio recubiertos con motivos nanométricos de APTMS con un grupo amino expuesto.
Este documento también divulga un sustrato de silicio recubierto con moléculas de APTMS distribuidas en líneas nanomé-
tricas equiespaciadas, y funcionalizadas con coloides de magnetita recubiertos de oro, que pueden ser base de dispositivos
microelectrónicos.
Por lo tanto, a la vista de la información divulgada en los documentos D01 y D02, se concluye que el objeto de la invención
recogido en las reivindicaciones 1 a 5, 7 y 8 carece de novedad.
-Actividad inventiva (Art. 8.1 LP):
Dado que tanto el APTMS como el 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS) son alcoxisilanos cuya única diferencia es el grupo
terminal de la molécula, el experto en la materia, sin que requiera ningún esfuerzo inventivo, podría sustituir las moléculas
de APTMS por moléculas de MPTMS en el procedimiento divulgado en el documento D01 o en el sustrato divulgado en el
documento D02 para obtener el sustrato recogido en la reivindicación 6. Por lo tanto, dicha reivindicación carece de actividad
inventiva.
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El documento D03 divulga que las monocapas de alquilsilanos sobre SiO2 constituyen una plataforma molecular que puede
ser empleada en la formación de motivos superficiales y en técnicas de nanofabricación ascendente, en particular en nano-
biotecnología, sobre todo a partir del desarrollo de los procedimientos de litografía blanda (apartado "Introduction"). Entre los
alquilsilanos que han sido utilizados como promotores de adhesión se encuentran los 3-aminopropiltrialcoxisilanos (APS), por
la reactividad de sus grupos amino, que permiten la inmovilización de moléculas biológicas importantes, y los MPTMS, por la
capacidad para unirse a metales nobles a través de sus grupos tiol (apartados "3.1. Self-assembly of funcionalized alkylsilanes
and chemical transformations at the monolayer surface" y "3.4. Immobilization of biomolecules"). Es importante que los grupos
químicos estén colocados en la superficie a intervalos regulares, para lo cual es ventajoso utilizar técnicas de litografía, por
ejemplo, utilizando un molde de polímero que dirige la unión de un alquilsilano en fase gas al área sin cubrir del sustrato (apar-
tados "4.1. Spacing of chemical functionalities" y "4.3. Soft lithography"). Se considera evidente que un experto en la materia
que siga la información divulgada en el documento D03 llegaría a la invención reivindicada en las reivindicaciones 1-8, por todo
lo cual las reivindicaciones 1-8 carecen de actividad inventiva.
Los documentos D04 y D05 divulgan, respectivamente, la unión de APTMS y MPTMS en fase vapor a sustratos de silicio, para
crear monocapas funcionalizadas sobre dichos sustratos (resumen y apartados "2.2. Preparation of the self-assembled films" y
"3.1. Preparation of smooth APTMS surface" en D04; y resumen y apartado "Experimental section" en D05). La diferencia entre
los procedimientos y los sustratos divulgados en estos documentos y el objeto de la invención recogido en las reivindicaciones
1-6 se basa en la selección del área del sustrato a recubrir, característica que añade la invención. Sin embargo, los documentos
D06 y D07 divulgan que utilizando métodos de litografía blanda es posible crear patrones de tamaño submicrométrico sobre
sustratos de silicio. Por ejemplo, se parte de un molde de PDMS, preparado vertiendo un precursor del polímero sobre el
máster, se cura el polímero y se rellena el molde con un fluido. Si es gas puede escapar del PDMS por difusión (resumen y
apartados "3.2. Soft pattern transfer elements", en D06 y "Micromolding and related techniques" en D07). Resultaría obvio para
el experto en la materia llenar el molde de PDMS con APTMS y MPTMS en fase gas y aplicarlo sobre el sustrato de silicio de
modo que se obtenga el objeto de la invención recogido en las reivindicaciones 1-6. Por consiguiente, la invención recogida en
las reivindicaciones 1-6 no implica actividad inventiva.
